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多重反转录聚合酶链反应检测 H5亚型 

禽流感病毒方法的建立 
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摘 要：目的 根据 A型 AIV的M基因和 HA基因序列，设计了两对引物。其 中XZ145—2和 XZ146为通用引物，可检 

测所有 A型AIV，跨幅为244bp；XZH5—1和 XZH5—5为 H5亚型 AIV特异性引物，跨幅为 860 bp。通过对多重RT-PCR扩 

增条件的优化，建立了快速检测鉴别 H5亚型 AIV多重RT—PCR。该多重RT—PCR对 H5亚型 AIV同时扩增出两条大小分别 

为 244 bp和860 bp的cDNA片段，对其他 A型AIV只扩增出244bp的cDNA片段，对其它常见禽病病原则无244 bp和860 bp 

cDNA片段出现。该多重RT—PCR对H5亚型AIV RNA最低检出量为10pg。该多重 RT—PCR对AIV人工感染鸡临床样品和 

鸡胚分离物进行检测，结果其检出率为 100％。 
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Development of multiplex reverse transcription polymerase chain reaction for 

the detection of H5 subtype avian infl uenza virus 

PANG Yao-shan。XIE Zhi．xun，Deng Xian—wen，Tang Xiao-fei，LIU Jia·bo 

(Guangxi VeterinaryResearch Institute，Nanning，530001，China) 

ABSTRACT-A multiplex reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)was developed and optimized for use tO de— 

tect the H5 subtype of avian influenza virus(AIV)，For this purpose，tWO sets of specific oligonucleotide primem were designed，of 

which one set of primer，XZ145—2 and XZ146，based on the highly conserved region of the matrix gene Was found tO be able tO ampli— 

fy the cDNA ban ds of 244 bp for all AIV，and the other one，XZ—H5—1 and XZ—H5—5，based on the relatively conserved region  of the 

hemagglutin in gene of H5 subtyp e could be used merely tO amplify the cDNA bands of the 860 bp 0f AIV H5 subtyp e．The results by 

using this specific multiplex RT—PCR demonstrated that tWO specific cDNA bands of 244 bp and 860 bp were observed simultaneously 

only for RNA isolated from AIV H5 subtype．and one specific cDNA band of 244 bp Was found for RNA isolated from other subtyp es 

0f AIV．No specific cDNA band of 244 bp or 860 bp could be detected for RNA／DNA isolated from other avian pathogens or fi~ues 

0f SPF embryos after amplification．The minimal am ount as detected by this multiplex RT—PCR Was 10 Pg of AIV-H5 RNA．The re— 

suits Df this method for the detection of isolates of H5 subtype of AIV were completely matched tO those of the classical virus 

identification methods． 

KEY WoRDS：multiplex；polymerase chain reaction；avian infl uenza virus；H5 subtypes 

禽流感病毒(AIV)属于 A型流感病毒，除了可 

感染禽类外，还可感染人、猪和马等多种动物，为 A 

类动物传染病。AIV基因组由包括 M 基因和 HA 

基因在内的8个负链单股 RNA片段组成。其中M 

基因组序列高度保守，HA基因组则可变性很强，其 

某些位点的变异可导致不同 HA亚型的出现。目前 

A型流感病毒有 15个 HA亚型。其中 H5是高致病 

性亚型，常给养禽业带来严重经济损失【lI2】。病毒 

分离、血清学试验至今仍是诊断 AI和对 AIV进行 

定型普遍采用的方法。但这些方法操作繁琐复杂， 

难以对 AI进行快速诊断，十分不利于 AI的防制。 

聚合酶链式反应(PCR)是一种体外基因扩增技术。 

可以在数小时内对某段基因进行扩大数百万倍。该 

技术特异性强、敏感性高，检测快速，已被广泛应用 

于生命科学的各个领域。国际兽疫局也将 PCR技 

术列为多种病原可靠的检测方法。多重 PCR是一 

种特殊 PCR形式，其最突出特点，即一次 PCR反应 

可同时检测、鉴别出多种病原体，在临床多种病原混 
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合感染的鉴别诊断上具有其独特优势【3-4]。本研究 

根据 RT-PCR技术原理，研究建立了 H5亚型 AIV的 

多重 RT-PCR检测鉴别技术。现将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 试验用毒株 13个 H5亚型和6个 H 9亚型 

AIV毒株。由本实验室从鸡、鸭、鹅等家禽中分离并 

鉴定；DNV F48、IBV M41、ILTV及 MG S6，由本实 

验室保存：H7N1 RNA，由美国宾夕法尼亚大学禽病 

诊断研究室惠赠。 

1．2 生化试剂 Trizol RNA抽提试剂，购自GIB— 

CO公司；RT—PCR试剂盒，购自大连宝生物技术服 

务有限责任公司。 

1．3 试验设计 

1．3．1 引物设计及合成 利用基因库，参考 A型 

AIVM基因和 HA基因序列，设计并合成了两对引 

物。其中XZ145—2和 XZ146为通用引物，可以检 

测所有 A型 AIV，跨幅为 244 bp；XZ H5—1和 XZ 

H5—5为 H5亚型特异性引物，跨幅为 860 bp。引 

物序列如下： 

XZ145．2；5’． n CTAACCGAGGTCGAAAG3’ 

XZ146：5’一AG( A，Ivr兀’( ACAAAKCGTCTA．3’ 

H5—1：5’一 

xz H5—5：5’一GTCC丌 GCRACWGGACTMAGA一3’ 

(其中：Y代一 c，T；R代表 A，G；w 代表 A，T； 

M代表A，c) 

1．3．2 病原 RNA提取 在250 tA鸡胚尿囊液中加 

入750 tA Trizol RNA抽提试剂，依照该试剂使用方 

法提取病毒 RNA。并按 Sambrook方法【5]测定 

RNA的纯度及浓度，一20℃保存。 

1．3．3 反转录 在2 l RNA模板中分别加入4肛l 

25mmol／L MgC12，2tA 10×RNA PCR缓冲液，2tA 

2．5mmol／L dNTPs，ltA 40U／~l RNA酶抑制剂。ltA 

5uhd AMV RNA反转录酶，25pmol／L上游引物 

XZ145—2和 XZ H5—1各 ltA，用DEPC H2O补足体积 

至 20tA，离心混匀后，在 PCR仪上设定程序对反转 

录条件进行优化。 

1．3．4 多重 PCR 在20tA cDNA溶液中加入：ltA 

25mmol／L MgC12，3 l 10×PCR缓冲液，0．5 tA 5u／ 

Taq聚合 酶，25 pmol／L下游 引物 XZ146和 

XZH5—5各 ltA，用 dH2O补足总量至 50 l。离心 

混匀后，在 PCR仪上设定程序对该多重 PCR的变 

性、退火、延伸温度和时间、循环次数等进行优化。 

1．3．5 多重 PCR产物分析 取 10 l多重 PCR产 

物和 2 tA载样缓冲液混合，在 1％琼脂糖凝胶上以 

5V／咖 电压进行电泳，以标准分子量作参考。 

1．4 特异性试验 将 13个 H5 AIV分离株 的 

RNA、6个 H9和 H7N1 AIV、NDV F48、IBVM41、 

ILTv、MGS6及 SPF健康鸡胚组织的 RNA／DNA 

分别加入到该多重 RT—PCR反应体系中，在相同条 

件下进行扩增，检测多重 RT．PCR的特异性。其余 

12个 HA亚型 A型流感病毒的检测鉴别试验由本 

实验室的访问学者在美国宾夕法尼亚大学禽病诊断 

室进行。 

1．5 敏感性试验 测定 H5亚型 AIV RNA的含 

量，10倍系列稀释后进行多重 RT—PCR，测定多重 

RT—PCR的敏感性。 

1．6 对临床样品和病毒分离物的检测 20份分别 

从人工感染 H5亚型 AIV的病死鸡的肺、肝、脾、盲 

肠扁桃体、脑等组织和上呼吸道分泌物以及 13份经 

细菌学检查为阴性、血清学试验鉴定为 H5亚型 

AIV的 SPF鸡胚分离物，用优化后的多重 RT．PCR 

进行检测，测定其检测符合率。 

2 结 果 

2．1 多重 RT—PCR的建立 通过对反转录和多重 

PCR的变性、退火、延伸温度和时间以及循环次数 

等的优化，最后确定反转录最佳条件为 42℃ 25 

min。96℃ 5 rain。多重 PCR的最佳循环条件为 94 

℃预变性 5 min后．进入 94℃变性 45 s，55℃退火 

45 S，72℃延伸 105 S的循环，共循环 35次。然后 72 

℃再延伸 10 min。 

2．2 特异性试验结果 13个 H5亚型 AIV分离株 

的RNA经多重 RT—PCR扩增后，结果均能分别在 

244 bp和 860 bp的位置出现 eDNA扩增带。H7N1、 

6个 H9亚型 AIV分离株和其余 12个 HA亚型 A 

型流感病毒的 RNA只在 244 bp处出现 eDNA扩增 

带，在 860 bp处无扩增带 出现；而 NDV F48、IBV 

株、ILTV、MG及 SPF健康鸡胚组织的 RNA／DNA 

提取物在 244 hp和 860 bp处均无 eDNA扩增带出 

现。结果见图 1。 

2．3 敏感性试验结果 经测定。该多重 RT—PCR 

的通用引物 XZ145．2、XZ146对AIV RNA的最低检 

出量为 lpg，特异性引物 XZ H5—1、XZ H5—5对 

H5亚型 AIV RNA的最低检出量为 10pg。结果见 

图 2。 

2．4 对临床样品和病毒分离物的检测结果 20份 

分别从人工感染 H5亚型 AIV病死鸡的肺、肝、脾、 

盲肠、扁桃体、脑等组织和上呼吸道分泌物。以及 13 

份经血清学试验鉴定为 H5亚型AIV SPF鸡胚病毒 

分离物用该多重 RT—PCR进行检测，结果均能同时 

扩增出两条大小分别为 244 bp和 860 bp和 eDNA 
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扩增带。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 

860bp 

244bp 

图 1 多重 RT．PCR特异性试验 

1．1OObD DNA ladder marker；2．SPF健康鸡胚组织阴 

性对照；3．引物 XZ145—2、XZI46；4．引物 XZH5—1、 

XZH5—5：5—6．H5亚 型 AIV；7．H7亚型 AIV；8．H9 

亚型 AIV：9．NDV F48；10．IBV；11．ILTV；12．MG 

Fig．1 Specificity of M ulti·RT·PCR for H5 Subtype AIV 

1．100bp DNA 1adder marker；2．Negative control；3． 

Primers of XZ145—2；XZ146；4．Primers of XZH5—1； 

XZH5—5；5—6．H5 subtype of AIV；7．H7 subtype of 

AIV；8．H9 subtyp e of AIV；9．NDV F48：10．IBV；11． 

ILTV：12．M G 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

860bp 

244bp 

图 2 多重 RT．PCR敏感性试验 

1．100bp DNA ladder marker；2．SPF健康鸡胚组织阴 

性对照；3．引物 XZ145—2、XZ146；4．引物 XZH5—1、 

XZH5—5：5．10ng；6．1ng；7．100pg；8．10pg；9．1pg；10． 

100fg；11．10fg；12．1fg 

Fig．2 Sensitivity of Multi·RT·PCR for H5 Subtype AIV 

1．100bp DNA ladder marker；2．Negative control；3． 

Primers ofXZ145—2，XZ146；4．Pr／mers ofXZH5—1、 

XZH5—5；5．10ng；6．1ng；7．100pg；8．10pg；9．1pg； 

10．100fg；11．10fg；12．1fg 

3 讨 论 

本试验根据多重 PCR引物设计原则，参考 A型 

流感病毒高度保守的 M基因和 AIV变异性很强的 

HA基因序 列，设 计 了两对 特 异性 引物。其 中 

XZ145—2、XZ146是 A型流感病毒的通用引物，可 

以检测所有 A型 AIV；XZ H5—1，XZ H5～5则为 

H5特异性引物，只能检测 H5亚型 AIV。利用这两 

对引物，通过对多重RT—PCR扩增条件的优化，建 

立了快速检测鉴别 H5亚型 AIV的多重 RT—PCR。 

该多重 RT—PCR的特异性结果显示，所有 H5 

亚型 AIV在 244 bp和 860 bp位置上均出现两条的 

cDNA扩增带，而 H7、H9亚型 AIV及其余 12个 

HA亚型 A型流感病毒只在 244 bp处出现的eDNA 

扩增带，在 860 bp处无扩增带 出现。本研 究所用的 

其它禽病原，如：NDV F48、IBV株、ILTV、MG及 

SPF健康鸡胚组织在 244 bp和 860 bp处均无扩增 

带 出现。这表 明了本研 究建立的多重 RT—PCR不 

但可以特异性地检测不同 HA亚型 AIV，而且可以 

直接对 H5亚型 AIV进行检测鉴定。由于该多重 

RT—PCR不需要进行二次 PCR，在几小时内就可完 

成对 H5 AIV的快速鉴定，这在对 H5亚型 AIV，尤 

其是高致病性 H5亚型 AIV的防治上有重要意义。 

AIV RNA定量后 10倍系列稀释进行多重 RT— 

PCR。通用引物 XZ145—2、XZ146对 AIV RNA的 

最低检出量为 lpg，特异性引物XZ H5—1、XZ H5— 

5对 H5亚型 AIV RNA的最低检测量为 10pg。结 

果显示该多重 RT—PCR具有高度敏感性。 

对人工感染 H5亚型 AIV的病死鸡的f 床病料 

和常规血清学试验鉴定为H5亚型AIV的鸡胚尿囊 

液，该多重 RT—PCR的检测结果也同样显示为 H5 

亚型 AIV，其符合率为 100％，说明本研究建立的多 

重 RT—PCR可以代替常规血清学鉴定方法对 H5亚 

型进行快速鉴定。 
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